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論文内容要旨
序論
 CesarMilsteinらが,ヒツジ赤血球に対する特異的な抗体をinvitroで生産する方法を開発
 して以来,モノクローナル抗体は医学,生物学の分野で多大な貢献をしてきた。特に,ヒト型モ
 ノクローナル抗体は,人体に直接投与可能であるため,各種疾患の診断,治療に有力な武器にな
 るものとして期待されている。今回,SLE患者の末梢血液中に出現する抗白血病細胞抗体の,
 感度及び特異性の高いスクリーニング法である,テラサキマイクロプレートを用いたImmune
 Adherence(IA)法を開発し,IA法を用いて,SI。E患者血液中に出現する抗白血病細胞抗体を
 検索した。またSLE患者末梢血Bリンパ球由来のEpstein-BarrVirusトランスフォームリンパ
 芽球様細胞(EBV-LCL)の培養上清中の抗体活性をスクリーニングし,EBV-LCLと(ヒト×
 マウス)ヘテロミエローマSHM-D33とを細胞融合することにより,ヒト型抗丁細胞系白血病細
 胞抗体を産生するハイブリドーマを樹立した。産生されるTONO4モノクローナル抗体の腫瘍
 細胞株,胸腺組織,末梢血リンパ球,好中球,赤血球との反応特異性を検討した。
 材料及び方法
 リンホプレプを用いた比重遠心分離により分離した,SLE患者末梢血Bリンパ球を,B95-8細
 胞培養上清とincubationして,Epstein-BarrVirus(EBV)にてトランスフォームし,EBV-
 LCL培養上清中の丁細胞系白血病細胞株MOLT-4F,Jurkat細胞に対する特異抗体の有無を,
 IA法にてスクリーニングした。特異抗体産生細胞と(ヒト×マウス)ヘテロミエローマSHM-
 D33をポリエチレングリコールを用いて細胞融合し,作製したハイブリドーマを限界希釈法にて,
 2回クローニングを行なった。樹立したTONO-1ヒト型モノクローナル抗体と43種類の造血系
 腫瘍細胞株,5種類の非造血系腫瘍細胞株,健康人由来,末梢血リンパ球,好中球,赤血球との
 反応性を1A法,IndirectmembraneImmunofluorescencetest(IF)法で検討した。造血系細
 胞株の内訳は,丁細胞系白血病細胞株20株,B細胞系白血病細胞株11株,Null細胞系白血病細胞
 株1株,骨髄単球系白血病細胞株8株,赤血球系白血病細胞株3株である。また,ビオチン標識
 したTONO4抗体を用いて胸腺組織の免疫染色を行なった。
 結果及び考察
 ヒト型丁ONO4モノクローナル抗体と腫瘍細胞株との反応性をIA法,IF法にて検討した
 結果,比較的未熟なTリンパ球に由来すると考えられる丁細胞系白血病細胞株,MOLT-4F,
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 MOLT-3,HPB-MLTの3株の細胞表面抗原と,反応性が認められた。B細胞系,Null細胞系,
 骨髄単球系,赤血球系白血病細胞株,非造血系腫瘍細胞株との反応性は,認められなかった。こ
 れよりTONO-1モノクローナル抗体は,丁細胞系白血病細胞株に反応性を有すると考えられた。
 TONO-1抗体と末梢血リンパ球,好中球,赤血球との反応性をIA法,IF法にて検討したが,反
 応性は認められなかった。胸腺組織との反応性を,ビオチン標識TONO-1抗体を用いた免疫染
 色を行い検討した結果では,胸腺皮質,髄質共に胸腺リンパ球は全く染色されず,胸腺細網細胞,
 ハッサル小体,血管内皮細胞が染色された。これよりTONO-1モノクローナル抗体は,胸腺細
 網細胞,ハッサル小体,血管内皮細胞と反応性を有すると考えられた。以上のような反応特異性
 を有するTONO-1抗体の認識する抗原分子と,これまでに報告されているCD分子やhuman
 leukemiaassociatedantigenとの異同を検討すると,humanthymus-leukemiaantigen
 (HTLA)やTcellleukemia.associatedcellsurfaceglycoprotein,GP37などが発現分布にや
 や類似性が認められる。しかし,HTLAは,MOLT-4F以外にも弱いながらHSB-2,CEM,
 RPMI8402にも発現されており,GP37はMOLT-4F,HPB-MLT以外にもJM,PEERにも発
 現されていると報告されており,TONO-1抗体の認識する抗原分子とは異なる。以上より
 TONO4モノクローナル抗体は,既存のCD分子やhumanleukemia-associa七edan七igenとは
 異なる分子を認識していると考えられた。またTONO-1抗体は,MOLT-4F,HPB-MLTなどの
 丁細胞系白血病細胞株と胸腺細網細胞,ハッサル小体などとの反応性を有するが,これは,
 TONO-1抗体が白血病細胞株や細網細胞,ハッサル小体に共通の抗原分子を認識している場合,
 及び異なる分子の共通のepitopeを認識している場合の2っの可能性が考えられた。さらに,
 1ymphnQde,spleen,bonemarrowcellなどとの反応性の検討が必要であると思われた。
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 審査結果の要旨
 ヒト型モノクローナル抗体は,色々な疾患の診断,治療に広く応用できる可能性を持つものと
 して,多くの研究室で,研究,開発が行なわれている。しかし,融合効率やハイブリドーマの抗
 体産生能の欠落などの問題により,現在でも,マウスモノクローナル抗体などに比して,ヒト型
 モノクローナル抗体の樹立は難しいと考えられている。本研究では,SLE患者の末梢血液中に
 出現する抗白血病細胞抗体の,感度及び特異性の高いスクリーニング法であるテラサキマイクロ
 プレートを用いたImmuneAdherence(IA)法を開発し,SLE患者末梢血B細胞由来の
 Epstein-BarrVirusトランスフォームリンパ芽球様細胞(EBV-LCL)の培養上清中の抗体活性
 をIA法でスクリーニングし,EBV-LCLと(ヒト×マウス)ヘテロミエローマSHM-D33を細
 胞融合することにより,ヒト型抗丁細胞系白血病細胞抗体(TONO-1)を産生するハイブリドー
 マを樹立している。産生されるTONO4ヒト型モノクローナル抗体の腫瘍細胞株,胸腺組織,
 末梢血リンパ球,好中球,赤血球との反応特異性を,IA法を用いて検討し,以下の知見を得て
 いる。
 1)丁細胞系白血病細胞株20株,B細胞系白血病細胞株11株,Nu11細胞系白血病細胞株1株,
 骨髄単球系白血病細胞株8株,赤血球系白血病細胞株3株とTONO4抗体との反応性の検討の
 結果,TONO-1抗体は,比較的未熟なTリンパ球に由来すると考えられる丁細胞系白血病細胞
 株,MOLT-4F,MOLT-3,HPB-MLTの3株の細胞と,反応性が認められる。B細胞系,Null
 細胞系,骨髄単球系,赤血球系白血病細胞株との反応性は,認められない。
 2)非造血系腫瘍細胞株5株とTONO-1抗体との反応性は認められない。
 3)末梢血リンパ球,好中球,赤血球とTONO4抗体との反応性は,認められない。
 4)胸腺組織とTONO-1抗体との反応性を,ビオチン標識TONO-1抗体を用いた免疫染色の
 結果,胸腺リンパ球は染色されず,胸腺細網細胞,ハッサル小体,血管内皮細胞が染色される。
 以上より,TONO-1ヒト型モノクローナル抗体は,丁細胞性白血病細胞,胸腺細網細胞,ハッ
 サル小体,血管内皮細胞との反応性を有すると考えられる。このような反応特異性を持つモノク
 ローナル抗体は,これまでに報告がなく,丁細胞性白血病の診断などへの応用の可能性も考えら
 れる。以上より本論文は,学位論文に充分値するものと考えられる。
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